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|) Magnetische Polymerpartikel auf der Basis von Polyvinylalkohol, Verfahren fur ihre Herstellung und 
Verwendung 

7) Die Erfindung batrifft magnetische, perlformige PVAL-Tra- 
ger, die durch Suspension einer magnetische Kolloide 
enthaltenden Polymerphase, in einer organischen Phase, die 
eine spezielle Emulgatormischung enthalt, hergestellt wer- 
den. Es werden Partikel mit einer KorngrdSe von 1-8 um 
erhalten, die Liganden chemisch zu binden vermogen. Die 
Trager konnen zur Isolierung und Detektion von Biomoleku- 
len, Zellen, Antikorpern und Nukleinsauren verwendet wer- 
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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Verfah- 
ren zur Herstellung perl- bzw. kugelformiger Polymer- 
partikel (Beads) auf der Basis von Polyvinylalkohol 5 
(PVAL), in die ein magnetisches Kolloid eingekapselt ist, 
das den Polymerpartikeln magnetische Eigenschaften 
verleiht und dazu befahigt, Biomolekiile oder Zellen zu 
binden. 

Magnetische Polymerpartikel wurde in den Ietzten 10 
Jahren vor allem in der Biochemie und Medizin vor- 
nehmlich zur Abtrennung von Zellen, Proteinen und 
Nukleinsauren verwendet. Aufgrund der magnetischen 
Eigenschaften lassen sie sich auch als Transportsysteme 
fur bestimmte Pharmaka in bestimmte Korperareale 15 
nutzen. Der Einsatz von Magnetpartikeln bietet von der 
praktischen Handhabung her groBe Vorteile gegeniiber 
herkommlichen Separationssystemen, da die meist als 
feine Suspensionen oder Emulsionen vorliegenden Ma- 
gnetpartikel mittels magnetischer Krafte aus der Mi- 20 
schung abgetrennt werden konnen. Diese Abtrenntech- 
nik macht die ilbliche Zentrifugation iiberflussig. Die 
magnetische Fraktion kann ferner innerhalb einer Mi- 
nute abgetrennt werden, was im Vergleich zu den her- 
kommlichen chromatographischen Saulentrenntechni- 25 
ken eine erhebliche Zeitersparnis bedeutet Bei letzterer 
Technik fallen vor allem das zeitaufwendige Equilibrie- 
ren und Eluieren ins Gewicht, Prozesse also, die bei der 
Magnet-Bead-Technik praktisch entfallen. Ein weiterer 
wesentlicher Vorteil, die die Magnet-Bead-Technologie 30 
auszeichnen, besteht in der Art der Reaktionskinetik. 
Bei den Fiillmedien fur die Saulenchromatographie 
greift man in der Regel auf KorngrdBen von 
50— 100p.m zuriick. Da bei solchen KorngrdBen die 
Trennkapazitaten jedoch vielfach nicht ausreichen, geht 35 
der Trend zunehmend dahin, KorngrdBen von <50 urn 
und sogar < 10 um anzuwenden. Damit die beim Sau- 
lendurchlauf erzeugten hohen Driicke widerstanden 
werden konnen, weisen solche Medien praktisch keine 
Porositaten mehr auf, weshalb man in praxi von den 40 
durchsichtigen Kunststoff- bzw. Glassaulen zu druck- 
stabilen Stahlsaulen ubergehen muBte. Die dafur erfor- 
derlichen leistungsfahigen Pumpsysteme sind ein weite- 
rer Nachteil der heutigen Saulenchromatographie- 
Technik. Diese Nachteile, die letztlich in der ungenQgen- 45 
den Umsatzkinetik begrundet sind, konnen durch die 
Anwendung der Magnet-Bead-Technologie vollig um- 
gangen werden. 

Durch Verwendung feindisperser PVAL-Partikel, die 
eine TeilchengrdBe von 1 — 10 um, vorzugsweise eine 50 
solche von 1 —4 urn, aufweisen, verbleiben die Teilchen 
fiber mehrere Stunden hinweg im suspendierten Zu- 
stand, so daB die Umsatzkinetik der einen quasi-homo- 
genen Losung entspricht. Infolge der stabilen Suspen- 
sion kann auch in den meisten Fallen auf Ruhren oder 55 
Schutteln verzichtet werden. 

Verfahren zur Herstellung von magnetischen Eisen- 
Dextran-Mikropartikeln sind in der U.S. Patentschrift 
4,452,773 beschrieben. Durch Mischen einer Fe(II)- und 
Fe(III)-Salzl6sung in Gegenwart einer definierten Men- 60 
ge Dextran und anschlieBender Zugabe von Alkali wer- 
den 30—40 nm groBe kolloidale Fe-Oxid-Teilchen ge- 
wonnen, an die Dextran adsorbiert ist. Ein ahnliches 
Verfahren liegt der PCT-Anmeldung WO 90/07380 zu- 
grunde. Es werden Fe(II)- und Fe(III)-Salzl6sungen un- 65 
ter Zugabe von Dextran bei 40° C behandelt und an- 
schlieBend mit NaOH titriert, aufgrund dessen superpa- 
ramagnetische Partikel mit einer GroBe von 



40— 100 nm erhalten werden. Der Nachteil beider Ver- 
fahren im Hinblick auf rasche und einfache Abtrennung, 
besteht darin, daB aufgrund der Feinheit der Partikel 
eine Separation nur mittels eines hochgradienten Ma- 
gnetfeldes (High Gradient Magnetic Field) mSglich ist 
Dieses hochgradiente Magnetfeld wird durch eine 
Trennsaule, die mit Stahlwolle oder ahnlichen mikropar- 
tikuiaren Substanzen dicht geffillt ist, und sich zwischen 
den Polschuhen zweier starker Elektro- bzw. Handma- 
gnete befindet, erzeugt Die Trennung der Teilchen er- 
folgt durch Hindurchleiten der Suspension durch die 
gefiillte Trennsaule. Eine Abtrennung solcher Kolloide 
ist mittels herkommlicher Handmagnete nicht moglich. 
Grundsatzliche experimentelle Unterschiede zu der 
herkommlichen Chromatographie-Technik bestehen 
somit kaum. Ein weiterer Nachteil der zitierten Herstel- 
lungsverfahren ist, daB durch den eigentlichen Herstel- 
lungsprozeB keine einheitlichen TeilchengroBen ge- 
wonnen werden, vielmehr werden diese erst durch eine 
fraktionierte Magnetseparation erhalten. Erschwerend 
fur den Nachweis dieser Magnetpartikel ist ferner der 
Umstand, daB die Teilchen unter dem Lichtmikroskop 
nicht mehr sichtbar sind. In einem weiteren Verfahren, 
das dem U.S. Patent 4,070,246 zugrunde liegt, werden 
Magnetpartikel durch Umsetzen von p-Aminobenzoe- 
saure und einem Aldehyd unter Zugabe eines ferroma- 
gnetischen Pulvers gewonnen. Die Herstellung definier- 
ter perlfdrmiger Partikel, wie sie fur diagnostische Tests 
erforderlich sind, ist mit diesem Verfahren nicht mog- 
lich. Chemische Kopplungen von Biomolekulen an den 
TrSger sind ebenfalls nicht moglich. Gleiches gilt auch 
fur die in den U.S. Patentschriften 4,106,448, 4,136,683 
und 4,735,796 beschriebenen Verfahren zur Herstellung 
von Dextran eingekapselten magnetischen Partikeln fur 
die Diagnostik und fur die Tumortherapie. Auch bei den 
vorgenannten Verfahren sind kovalente Kopplungen 
von Biomolekulen nicht beschrieben. In der U.S. Patent- 
schrift 4,647,447 wird die Herstellung ferromagnetischer 
Partikel fur die NMR-Diagnostik beschrieben. Hierbei 
wird entweder von Fe(II)/Fe(III)-SaIzl6sungen oder di- 
rekt von mikropartikularen Ferriten ausgegangen, die in 
Gegenwart eines Komplexbildners in Form von Serum 
Albumin, Polysaccharide!!, Dextran oder Dextrin zu 
Magnetsuspensionen umgesetzt werden. Weitere ferro- 
magnetische Partikel, die in einer Silan-Matrix einge- 
kapselt sind, werden in der U.S. Patentschrift 4,628,037 
behandelt Ebenfalls als Kontrastmittel fur die NMR- 
Diagnostik dienen superparamagnetische Eisenoxide, 
die in dem U.S. Patent 4,827,945 behandelt werden. 
Durch Ausfallen von Fe(II)/Fe(III)-Salzmischungen mit- 
tels Basen in Gegenwart von Serum Albumin, Polypep- 
tiden oder Polysacchariden lassen sich mit diesen Sub- 
stanzen beschichtete Magnetpartikel herstellen. Durch 
Ankopplung bestimmter AntikQrper an die Matrix kon- 
nen die Magnetteilchen in bestimmte Korperareale diri- 
giert werden (Targeting). Die Herstellung von Eisenoxi- 
den durch Ausfallen von Eisensalzen in Gegenwart von 
z. B. Dextranen oder Polyglutaraldehyden liegt den U.S. 
Patenten 2,870,740 und 4,267,234 zugrunde. Allen vorge- 
nannten Verfahren und Produkten ist gemeinsam, daB 
die ferromagnetischen oder superparamagnetischen 
Partikel erst durch Ausfallen einer Fe-Salzlosung, die 
ein bestimmtes molares Verhaltnis von Fe(II) und 
Fe(III)-Salzen voraussetzt in Gegenwart eines Kom- 
plexbildners bzw. Beschichtungsagens hergestellt wer- 
den. Die beschriebenen Teilchen weisen eine mehr oder 
weniger breite KorngroBenverteilung auf. Definierte 
perl- bzw. kugelformige Partikel lassen sich mit den 
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vorgenannten Verfahren nicht herstellen. Die beschrie- 
benen Mittel weisen eine mehr oder weniger amorphe 
geometrische Struktur auf. Aufgrund ihrer Feinheit, die 
durchweg im nm-Bereich liegt, eignen sie sich daher 
vorwiegend als Kontrastmittel fur die NMR-Diaghostik 
oder als Zell-Markierungsmittel (Zellmarker). Die Ab- 
trennung der magnetischen Fraktionen sind dariiber 
hinaus in den meisten Fallen mittels einfacher Handma- 
gnete, wie sie fur schnelle diagnostische Tests oder affi- 
nitatschromatographische Abtrennungen vorteilhaft 
sind, nicht moglicht. 

Die Praparation magnetischer Albumin- bzw. Prote- 
in-Mikropartikel, die mit bestimmten Bindungsagenzien 
beschichtet sind und fur die Virus- und Zellparationen 
sowie diagnostische Tests eingesetzt werden konnen, 
sind in den U.S. Patenten 4,345,588; 4,169,804; 4,115,534; 
4,230,685; 4,247,406 und 4,357,259 beschrieben. 

Magnetpartikel mit einer definierten perlformigen 
Struktur sind aus den U.S. Patenten 4,861,705 bekannt 
Gegenstand des vorgenannten Patentes sind Agarose- 
Polyaldehyd-Komposit-Partikel, die durch Suspension 
der Polymerphase in einer Ol-Phase gewonnen werden. 
Durch Zumischen eines Ferrofluids, dies sind defini- 
tionsgemaB sehr feine superparamagnetische, waBrige 
Eisenoxide-Kolloide, zu der Polymerphase werden ma- 
gnetische Polymerpartikel mit einer TeilchengroSe von 
40-1000u.merhalten. 

Ideal-kugelfdrmige Partikel werden in dem U.S. Pa- 
tent 4,654,267 beschrieben. Das Verfahren unterscheidet 
sich grundsatzlich von den vorgenannten dadurch, dafl 
Polyacrylate oder Polystyrol als Matrix verwendet wer- 
den, die zunachst mittels Suspensions polymerisation zu 
perlformigen Partikeln radikalisch polymerisiert wer- 
den. AnschlieBend werden die Teilchen in einer organi- 
scher Phase unter definierten Bedingungen gequollen. 
Es folgt eine Inkubation der Polymerpartikel in einer 
Fe(II)/Fe(III)-Salzlosung, die, nachdem sie in die Teil- 
chen diffundiert ist, mittels Ammoniak zu superparam- 
agnetischen Eisenoxiden oxidiert werden. Das Verfah- 
ren liefert perlformige Partikel mit KorngroBen zwi- 
schen 0.5 und 20 urn. Das Verfahren selber ist technisch 
sehr aufwendig. Neben der Verwendung hochtoxischer 
Substanzen betragt der Zeitaufwand fur die Praparation 
der Grundmatrix 10-30 Stunden. Ferner bedarf es zu- 
satzlicher Nitro-, Nitroso- oder Amino-Gruppen, die 
durch einen zusatzlichen Praparationsschritt in die 
Polymermatrix eingefuhrt wird, urn eine ausreichende 
Absorption der Fe-Salze zu gewahrleisten. Der ent- 
scheidende Nachteil der dort beschriebenen Partikel 
liegt in dem Grundpolymer Polystyrol begriindet. Poly- 
styrol stellt ein auBerst hydrophobes Material dar, das 
im Kontakt mit Proteinldsungen oder anderen Biomole- 
kulen stark zur unspezifischen Adsorption neigt, ein 
Phanomen, das besonders bei Immunoassays und affini- 
tatschromatographischen Auftrennungen nachteilig ist. 

Die Nachteile der vorgenannten Verfahren in Bezug 
auf Herstellungsaufwand, Partikelgeometrie, magne- 
tisches Separationsverhalten, Eigenschaften der Poly- 
mermatrix oder Art der Kopplungsweise konnen durch 
ein neuartiges Wasser-in-Ol-Suspensionsverfahren um- 
gangen werden. 

Als Polymermatrix wird Polyvinylalkohol (PVAL) 
verwendet, der als waBrige Losung in einer organischen, 
nicht mit Wasser mischbaren Phase unter Rtthren sus- 
pendiert und vernetzt wird. Beispiele fur solche organi- 
sche Phasen sind allgemein aus dem Stand der Technik 
der Suspensionspolymerisation bekannt Vorzugsweise 
werden fur das erfindungsgemaBe Verfahren handels- 
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ubliche PflanzenSIe verwendet. Urn zu den gewunsch- 
ten magnetischen Eigenschaften der Polymerpartikel zu 
gelangen, wird die Polymerphase vor der Suspension 
mit einem magnetischen Koiloid z. B. in Form von Ei- 
5 senoxid-Pulvern oder Ferrofluiden vermischt und an- 
schlieBend in der Olphase suspendiert. Die Herstellung 
perlf5rmiger PVAL-Partikel durch Suspension einer 
waBrigen Polymerlosung ist in der DE-OS 41 27 657 be- 
schrieben. Durch Zugabe von Magnetit-Pulver zu Poly- 
io merlosung k6nnen magnetische Partikel hergestellt 
werden. Das dort beschriebene Verfahren verwendet 
Polymerlosungen und Olphasen, die keine Zusatze in 
Form von Emulgatoren oder sonstigen oberflachenakti- 
ven Substanzen enthalt Dadurch bedingt, liegen die 
is PartikelgroBen durchweg zwischen 50 und 500 urn. Die 
KorngroBen werden bei dem vorgenannten Verfahren 
in erster Linie durch die Viskositat der organischen und/ 
oder der Polymerphase bestimmt. 
Das Ziel der vorliegenden Erfindung sind demgegen- 
20 iiber Magnetpartikel, die eine PartikelgroBe im Bereich 
von 1 — 10 um, vorzugsweise von 1— 4 urn aufweisen 
und daruber hinaus eine sehr enge KorngroBenvertei- 
lung aufweisen. Nur solche Teilchen lassen sich fur die 
ZellseparationZ-markierung, die Aufreinigung von Bio- 
25 substanzen in Suspension sowie fur diagnostische As- 
says einsetzen. 

Es wurde Uberraschenderweise gezeigt, daB solche 
Polymer Partikel durch Zugabe von bestimmten Emul- 
gator-Mischungen zu der Olphase realisiert werden 
30 konnen. Der Begriff Emulgator wird im folgenden defi- 
nitionsgemaB als Oberbegriff fur alle oberflachenaktive 
Substanzen wie Tenside, Detergenzien oder Suspen- 
sionsstabilisatoren verwendet Emulgatoren, die sich als 
Zusatze fur die Olphase eignen, sind z. B.: Propylenoxid- 
35 Athylenoxid-Blockcopolymere, Sorbitan-Fettsaure- 
ester, Komplexmischester aus Pentaerythrit-Fettsaure- 
ester mit Citronensaure, Polyathylenglykol-Castorol- 
Derivate, Blockcopolymere aus Rizinusol-Derivaten, 
Polyiithylenglykole, modifizierte Polyester, Polyoxy- 
40 athylen-Sorbitan-Fettsaureester, Polyoxyathylen-Poly- 
oxypropylen-Athylendiamin-Blockcopolymere, Poly- 
glyceryl-Derivate, Polyoxyathylen-Alkohol-Derivate, 
Alkylphenylpolyathylenglykol-Derivate, Polyhydroxy- 
fettsaure-Polyathylenglykol-Blockcopolymere, Poly- 
45 athylenglykol-Atherderivate. Substanzen dieser Art 
sind im Handel u. a. unter der Handelsbezeichnung: Plu- 
ronic®, Synperonic®, Tetronic®, Triton®, Arlacel®, Span®, 
Tween®, Brij®, Renex®, Hypenner®, Lameform®, Deh- 
ymuls® oder Eumulgin® bekannt 
so Im Hinblick auf einheitliche, perlformige Polymer 
Partikel mit den geforderten PartikelgrdBen von 
1 — 10 p.m hat sich uberraschenderweise gezeigt, daB fiir 
die Olphase nur eine Mischung aus mindestens zwei, 
vorzugsweise drei bis vier oberflachenaktiven Substan- 
55 zen, zu der geforderten Partikelspezifikation fuhrt. Vor- 
aussetzung fur die Realisierung der geforderten Parti- 
kelgroBen ist eine entsprechende Verringerung der 
Grenzflachenspannung der Phasen. Dies wird uberra- 
schenderweise durch Mischen von einer lipophilen 
60 Emulgatorkomponente mit mindestens einem Emulga- 
tor ermoglicht, der semi-hydrophile Eigenschaften auf- 
weist, d.h. der sowohl wasser- als auch olloslich ist 
Emulgatoren, die die letzteren Eigenschaften erfiillen, 
sind z. B.: Athylenoxid-Propylenoxid-BIockcopolymer- 
65 Derivate mit uberwiegendem Athylenoxid-Anteil, Poly- 
athylenglykol-hexadecylather, kurzerkettige Polyoxy- 
athylen-Sorbitan-Fettsaureester, Polyathylenglykole 
oder kurzerkettige Sorbitan-Fettsaureester. 
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Die Konzentration der Emulgatoren in der Olphase 50—400 GauB verfttgen. 
betragt in der Regel 2-6 Vol.-%, vorzugsweise 3.5-5.0 Eine weitere Forderung, die die Magnetpartikel erful- 
Vol-% In Bezug auf Feinheit und enge KorngrSBen- len miissen, ist die Dispergierbarkeit in der waBrigen 
verteilung der Polymertropfchen sind solche Emulga- Polymerphase. Im Gegensatz zu dem lm U.S. Patent 
tormischungen von Vorteil, die mindestens zwei lipophi- 5 4,654,267 beschriebenen Verfahren zur Erzeugung ma- 
le Komponenten und einen semi-hydrophilen Emulga- gnetischer Partikel, dem ein aufwendiger Quellungspro- 
tor enthalten. Die Konzentration des semi-hydrophilen zeB mit Eisensalzen und anschheBender Oxidation zu 
Emulgators liegt in der Regel zwischen 15 und 30% Magnetit-Kolloiden zugrunde liegt, kOnnen bei dem 
Vol.-%, bezogen auf die Gesamt-Emulgatormenge. Die vorliegenden Verfahren die magnetischen Kolloide di- 
erfindungsgemaBen Verfahren ermoglichen neben der io rekt in der Polymerphase dispergiert werden. Bei der 
Feinheit der Teilchenauch die HersteUung perlformiger anschlieBenden Suspension in der orgamschen Phase 
Teilchen, die Voraussetzung fur eine homogene Suspen- werden die Magnet-Kolloide dann simultan in den Poly- 
sion sind. Dadurch wird exaktes Pipettieren, wie in der mertropfchen eingeschlossen. Diese Verfahrensweise 
biochemisch-medizinischen Analytik/Diagnostik erfor- stellt eine deutliche verfahrenstechnische Vereinfa- 
derUch,ermoglicht 15 chung gegenttber dem vorgenannten Verfahren dar, 

Neben den Emulgatoren fur die Olphase tragen auch womit auch eine erhebliche Zeitersparnis fur den Her- 

spezielle oberflachenaktive Substanzen, die in der waB- stellungsprozeB verbunden sind. Wahrend zur Herstel- 

rigen Polymerphase lSslich sind, zur Verbesserung der lung der vorgenannten Mittel auf Polystyrolbasis Prapa- 

SuspensionsqualitatvorallemvonPolymerl6sugnenmit rationszeiten von 10 bis 30 Stunden erforderlich smd, 

niedrigen Molmassen (20.000-80.000) bei. Daruberhin- 2 o benotigt man bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 

aushatsichuberraschenderweisegezeigt,daBsichdiein ledigUch 5-30 Minuten zur Gewinnung der Basis-Ma- 

fester Form zugesetzten magnetischen Kolloide erst gnetpartikel. 

durch Zugabe ionischer Emulgatoren fein dispergieren Als magnetische Kolloide kommen vorzugsweise Ma- 

lassen. Beispiele fur solche Emulgatoren, die auch als gnetite mit Partikelgr8Ben von 10-200 nm in Frage, 
binare Mischungen eingesetzt werden konnen, sind: Se- 25 wobei das erfindungsgemaBe Verfahren nicht auf diese 

rum Albumin, Gelatine, aliphatische und aromatische Verbindungsklasse beschrankt ist Solche Substanzen 

Sulfonsaure-Derivate, Polyathylenglykole, Poly-N-Vi- sind z. B. unter der Handelsbezeichnung Bayferrox oder 

nylpyrrolidon oder Cellulose-acetat-butyrat Die Men- Ferrofluidics im Handel erhaltlich. Da die HersteUung 

gen der eingesetzten Emulgatoren betragen in der Re- solcher Kolloide allgemeiner Stand der Technik ist, kon- 
gel 0.01-2 Gew.-%, bezogen auf die Polymerphase, 30 nen die Magnetteilchen auch nach den bekannten Ver- 

wobei die Konzentration der ionischen Emulgatoren fahren, wie z. B. von Shinkai et al, Biocatalysis, Vol. 5, 

durchweg zwischen 0.01 und 0.05 Gew.-% liegt 1991, 61, Reimers und Khalafalla, Br. Patent 1,439,031 

Die Einfliisse wie Ruhrgeschwindigkeit sowie Kon- oder Kondo et aL Appl. Microbiol Biotechnol, Vol 41, 

zentration und Viskositat der beiden Phasen auf die 1994, 99, beschrieben, hergestellt werden. Die Konzen- 
TeilchengroBe, wie in der DE-OS 41 27 657 gezeigt, 35 trationen der Kolloide in der Polymerphase liegen, je- 

spielen beim erfindungsgemaBen Verfahren aufgrund weils bezogen auf die Polymerphase, in der Regel zwi- 

der Emulgatorzusatze nur eine untergeordnete Rolle. schen 4 und 14 Vol.-°/o bei den Kolloiden, die herstel- 

Zur Realisierung der erforderlichen TeilchengroBen lungsbedingt bereits als waBrige Kolloide vorliegen, 

von 1-10 u-m reichen Ruhrgeschwindigkeiten von und 0.3—2 Gew.-% bei den Festsubstanzen. Fur die 
1500-2000 U/Min. aus, wobei herkommliche Zwei- 40 HersteUung werden die magnetischen Kolloide der 

blatt-Propellerruhrer zum Einsatz kommea Der deter- Polymerphase direkt zugemischt Um eine feindisperse, 

minierende EinfluB der Emulgatoren des vorliegenden gleichmaBige Verteilung der Partikel zu gewahrleisten, 

Verfahrens auf die TeilchengroBe wird daraus ersicht- ist ein kurzzeitiges Vermischen der waBrigen Disper- 

lich, daB bei Erniedrigung der Ruhrgeschwindigkeit von sion mittels eines hochtourigen Dispergierwerkzeuges 
2000 auf 1300 U/Min. die TeilchengroBen von zuvor 45 (Ultra-Turrax) mit anschlieBender Ultraschallbehand- 

1-5 nm auf 2-8 urn ansteigen. Bei Erhohung der lung forderlich. 

Ruhrgeschwindigkeit von 2000 auf 5000 U/Min. ist Die zur HersteUung der Magnetpartikel benotigte 

praktisch keine TeilchengrdBenveranderung festzustel- Polymerphase besteht in der Regel aus 2.5—10 Gew.-°/o 

len. Demgegeniiber variieren die TeilchengroBen der PVAL-Losung. Wie aus der DE-OS 41 27 657 bekannt 
nach der vorgenannten Methode hergestellten Partikel 50 ist, wird die Porositat der Polymerteilchen letztlich 

bei analoger Anderung der Ruhrgeschwindigkeiten zwi- durch die Knaueldichte bestimmt, die ihrerseits durch 

schen 10 und 80 \im. Auch der in der vorgenannten die mittlere Molmasse des Polymeren und die Konzen- 

Patentschrift beobachtete EinfluB der Viskositaten so- tration festgelegt ist Zunehmende Molmasse und/oder 

wohl der Suspensionsphase als auch der Polymerphase verringerte Polymerkonzentration bedeutet geringere 
auf die TeilchengroBen wirken sich bei dem erfindungs- 55 Knaueldichte und damit zunehmende Porositat Da die 

gemaBen Verfahren gegenttber dem EinfluB der Emul- Praktikabilitat eines Testverfahrens besonders im Rah- 

gatoren nur minimal aus. So schwanken die Teilchen- men routinemaBiger diagnostischer oder analytischer 

groBen der PVAL-Partikel bei Veranderung der Visko- Verfahren auch von der Quantitat der pro Tragermenge 

sitat der Polymerphase von 10 auf 1000 mPa-s bei dem absorbierten Substanzen abhangt, spielt die Porositat 
erfindungsgemaBen Verfahren nur zwischen 2 und 60 als hierfflr mitentscheidender Parameter eine wesentli- 

8 nm, beim vorgenannten Verfahren unter sonst glei- che Rolle bei der Magnetpartikelherstellung. Bei den 

chenBedingungendagegen zwischen 50 und 140 nm erfindungsgemaBen Mitteln kommen daher vorzugs- 

Als Magnetpartikel, die wahrend des Suspensions- weise Polymerkonzentrationen von 2.5-5 Gew.-% und 

Vernetzungsprozesses in die Polymermatrix eingekap- Molmassen von > 50.000 zum Einsatz. Auf diese Weise 
selt werden, konnen grundsatzlich solche ferro- oder 6 5 hergestellte Polymerpartikel weisen erne hohe Porositat 

superparamagnetischen Kolloide verwendet werden, und eine entsprechend hohe Bindungskapazitat sowohl 

die eine entsprechende PartikelgroBe aufweisen und in in Bezug auf die an die Matrix gekoppelten Liganden, 

der Regel fiber eine magnetische Sattigung von als auch fur die von den Liganden gebundenen Ligaten 
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bzw. Biomolekule auf. Ein weiterer Faktor, der in die 
Porositat und somit auch in die Funktionalitat der Ma- 
gnetpartikel einflieBt, ist die Wahl des Vernetzers sowie 
dessen Konzentration. Im Hinblick auf hone Beladungs- 
kapazitaten werden die Vernetzerkonzentratioheh so 
gewahlt, daB eine entsprechende Porositat in Verbin- 
dung mit ausreichender Formstabilitat gewahrleistet ist 
Als Vernetzer kommen prinzipiell alle wasserlOslichen 
mit den Hydroxyl-Gruppen des PVAL reagierende bi- 
funktionelle Verbindungen wie z. B. Aldehyde, Saure- 
chloride oder Divinylsulfon in Frage. Vorzugsweise 
wird Glutaraldehyd unter Saurekatalyse als Vernetzer 
verwendet, da diese Substanz bereits innerhalb weniger 
Minuten mit dem Polymeren unter Bildung festvernetz- 
ter Partikel abreagiert Bei den ubrigen Substanzen sind 
ein bis zwei Stunden Reaktionszeit erforderlich. Die 
Verwendung von Glutaraldehyd bietet dariiberhinaus 
uberraschenderweise die Mfiglichkeit, durch simultane 
Zugabe eines wasserloslichen Diamins, z. B. Athylendi- 
amin oder Hexamethylendiamin, die Vernetzereinheit 
entsprechend urn die Lange der Diaminkette zu verlan- 
gern und dadurch die Porositat der Poiymermatrix zu 
erhohen. Die Vernetzerkonzentrationen liegen, bezo- 
gen auf die waflrige Polymerphase, in der Regel zwi- 
schen 0.2 und 1 Vol.-% und fiir Glutaraldehyd zwischen 
2 und 7 Vol.-%. Glutaraldehyd wird durchweg in Form 
einer 6— 25°/oigen waBrigen Losung eingesetzt Bei den 
Diaminen werden in der Regel zwischen 10 und 50 Mol- 
%, bezogen auf die Glutaraldehyd-Menge, eingesetzt. 

Fur die Herstellung der Magnetpartikel wird im allge- 
meinen zunachst die 20— 25fache Volumenmenge einer 
organische Phase, vorzugsweise handelsiibliches Pflan- 
zendl, vorgegeben, in der anschlieflend die Polymer-Ma- 
gnet-Kolloid-Mischung unter Riihren suspendiert wird. 
Die Zugabe der Saure im Falle der Glutaraldehyd- Ver- 
.netzung wird dabei von der Stabilitat des Magnet-Kol- 
loids be5timmL Manche Magnet-Kolloide neigen dazu, 
bei Saurezugabe zu agglomerieren. Dies kann uberra- 
schenderweise dadurch umgangen werden, daB die Sau- 
re erst wahrend oder am Ende des Suspensionsvorgan- 
ges zugesetzt wird. Da die Magnet-Kolloide zu diesem 
Zeitpunkt bereits in der Poiymermatrix feindispers ver- 
teilt sind, kann ein Agglomerieren ganzlich vermieden 
werden. Bei den saurestabilen Magnet-Kolloiden kann 
die Saure vor dem SuspensionsprozeB auch direkt zu 
der Polymer-Phase zugegeben werden. Die Zugabe des 
Vernetzers erfolgt jeweils wahrend des Suspensions- 
vorganges. 

Neben den bisher beschriebenen TeilchengroBe und 
-geometrie bestimmenden Parametern kann uberra- 
schenderweise gezeigt werden, daB die Saurekonzen- 
tration einen entscheidenden EinfluB auf die Suspen- 
dierbarkeit der Magnet-Teilchen hat Gute Suspendier- 
barkeit bedeutet daB die Teilchen vdllig isoiiert vonein- 
ander sind und in waBrigen Losungen keinerlei Agglo- 
merate bilden. Diese Eigenschaft, die Voraussetzung fiir 
eine lange Verweilzeit im suspendierten Zustand ist, 
wird durch Saurekonzentrationen von 15—50 VoL-%, 
bezogen auf die Polymerphase, erzielt. Es wird vorzugs- 
weise 1 — 3 N HC1 verwendet. Die Verweilzeiten in der 
Suspension sind dementsprechend bei den PVAL-Parti- 
keln sehr hoch, sie liegen zwischen 12 und 48 Stunden 
gegeniiber 4 Stunden bei den Polystyrol-Beads aus der 
U.S. Patentschrift 4,654,267. 

Den so gewonnenen Magnetpartikeln, deren beson- 
dere Vorziige in den durch die vielfaltigen Verfahrens- 
parameter gestaltbaren und adaptierbaren Eigenschaf- 
ten wie Porositat, KorngrSBe, magnetisches Verhalten 



und chemische Funktionalitat begrundet sind, eroffnen 
sich eine Vielzahl von Anwendungen, die in ihrer Ge- 
samtheit den bisher beschriebenen Magnettragern nicht 
zuganglich sind. 
5 Aufgrund der hohen chemischen Funktionalitat des 
Basispolymeren PVAL konnen bei den erfindungsgema- 
Ben Mitteln samtliche bei den herkommlichen Affini- 
tatschromatographie-Medien bekannten Aktivierungs- 
und Kopplungsverfahren angewendet werden. Beispiele 

io fur solche Aktivierungsagenzien sind: BrCN, 2-Fluor- 
l-methyl-pyridinium-toluol-4-sulfonat, l,l'-Carbonyl- 
diimidazol, Epichlorhydrin, Hexamethylendiisocyanat 
oder l-Cyano-4-dimethylamino-pyridinium-tetrafluor- 
borat Die entsprechenden (Copplungsmethoden fur 

15 Bioliganden bzw. Biomolekule sind allgemeiner Stand 
der Technik und u. a. in Methods in Enzymology, 
Vol.135, BCMosbach Hrsg, 1987, beschrieben. Die 
Kopplungsverfahren in dem vorgenannten U.S. Patent 
4,654,267 sind demgegenuber auf die Aktivierung und 

20 Kopplung von Carboxyl-Gruppen beschrankt. 

Die vorhandene Hydroxyl-Gruppen des hier be- 
schriebenen erfindungsgemaBen Basispolymeren bieten 
dariiberhinaus uberraschenderweise die Moglichkeit, 
Vinylmonomere auf die Poiymermatrix aufzupfropfen. 

25 Durch diesen PfropfprozeB konnen zusatzliche, funktio- 
nelle Molekiilketten (Spacermolekiile) eingefiihrt wer- 
den. Die Kopplung der Biomolekule an solche Spacer- 
molekiile fordern allgemein die Erhaltung der nativen 
Struktur und damit die biologische Aktivitat der gekop- 

30 pelten Biomolekule. Dadurch, daB das Biomolekul nicht 
mehr direkt mit der Matrixoberflache in Kontakt 
kommt, werden mogliche Konformationsanderungen 
innerhalb des Biomolekuls unterbunden. Die Pfropfung 
mit Vinylmonomeren geschieht unter katalytischer Wir- 

35 kung von Cer(IV)-Saizen, z. B. Cer(IV)-ammoniumnitrat 
oder Cer(rV)-ammoniumsulfat, die als Redoxinitiatoren 
fiir die Radikalpolymerisation fungieren. Die 
Cer(IV)-Salze werden bevorzugt als 0.03— O.lmolare 
Losungen in 03 — 1 N Schwefelsaure oder Salpetersau- 

4a re eingesetzt. 

Als Vinylmonomere kommen solche Substanzen zum 
Einsatz, die iiber funktionelle oder reaktive Gruppen 
z. B. in Form von HO-, HOOC-, NH 2 -, NCO-, CHO- 
oder Oxiran-Gruppen verfiigen. Bezilglich der Einzel- 

45 heiten des an sich bekannten Pfropfverfahrens wird auf 
die in den Offenlegungsschriften DE-OS 21 57 902 und 
DE-OS 38 1 1 042 beschriebenen Verfahren verwiesen. 
Die hier vorgestellten erfindungsgemaBen Polymerma- 
trizes unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer physi- 

50 kalischen und chemischen Struktur, Eigenschaften und 
Anwendbarkeit grundsatzlich von der vorgenannten 
Pfropfmatrizes. Ein weiterer Unterschied zu den vorge- 
nannten Pfropfverfahren besteht darin, daB bei den er- 
findungsgemaBen Mitteln nicht unter Sauerstoffaus- 

55 schluB gearbeitet werden muB, sondern daB die Gegen- 
wart eines mit Wasser nicht mischbaren organischen 
Losungsmittels wie z. B. Hexan, Heptan, Cyclohexan 
oder Petrolather ausreicht, um hohe Pfropfausbeuten zu 
realisieren. Die Pfropfzeiten lassen sich dariiber hinaus 

60 gegenuber den vorgenannten Verfahren bis zu 90% 
verringern. Die Mengen des eingesetzten Vinylmono- 
meren bewegen sich zwischen 10 und 50 Vol.-%, bezo- 
gen auf die Magnetpartikel-Suspension. 
Aufgrund der vielfaltigen Aktivierungs- und Modifi- 
es kationsmoglichkeiten der PVAL-Magnetpartikel kann 
eine praktisch unbegrenzte Anzahl von Biomolekiilen 
an die Matrix gekoppelt werden. Es ergeben sich so 
weitreichende Einsatzmoglichkeiten, die von der medi- 
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zinischen Diagnostik bis hin zur molekularbiologischen stanzen an die Magnetpartikel gekoppelt werden und 
Analytik reichen. Eine wichtige Anwendung innerhalb zur Detektierung bestimmter Substanzen genutzt wer- 
der Biowissenschaften stellen die Auftrennungen nach den. Eine solche Substanz ist 3-Aminophenylboronsau- 
dem Affinitatsprinzip dar. Die hierfur normalerweise re, die an die PVAL-Matrix gekoppeh, zur Detektion 
verwendete Saulentechnik ist jedoch mit erheblichem 5 des Blutzuckergehaltes verwendet wird. Zur Immobih- 
experimentellen Aufwand verbunden, so daB vor allem sierung des Liganden wird der PVAL-Trager im ersten 
fur Weine.routinemaBige Auftrennungen praktischeAl- Schnitt mit Diisocyanaten aktiviert AnschheBend er- 
ternativen wflnschenswert sind. Die erfindungsgemaBen folgt die Umsetzung mit dem Liganden. Fflr die Umset- 
Mittel bieten solche Alternativen, da der Zeit- und expe- zung werden in der Regel 15-30 mg 3-Ammophenyl- 
rimentelle Aufwand nur einen Bruchteil gegenflber dem i0 boronsaure pro 100 mg Magnetphase eingesetzt. Die 
herkommlicher Techniken erfordert Als Liganden kon- Analyse des Blutzuckergehaltes geschieht uber das im 
nen grundsatzlich samtliche heute in der Affinitatschro- Blut vorhandene glykierte Hamoglobin, das sich spezi- 
matographieverwendeten Uganden gekoppelt werden. fisch an die Boronsaure-Liganden bindet Durch an- 
Beispiele hierfur, die auch aus praktischer Sicht interes- schlieBende Elution der gebundenen glykierten Frak- 
sante Perspektiven erdffnen, sind: Protein A Protein G, is tion von der Matrix wirddiese quantitativ mittels photo- 
Heparin, AntikSrper, Serum Albumin, Gelatine, Lysin, metrischer Methoden analysiert Der besondere Vorzug 
Concavalin A, Oligosaccharide, Oligonucleotide oder gegenflber den friiherenTestverfahren ist der germgere 
Enzyme Die speziellen Auftrennungen, die sich mit sol- arbeitstechnische Aufwand. Die Methode kann daher 
chen Affinitatsmatrizes durchfuhren lassen, sind allge- besonders fur routinemaBige Analysen eingesetzt wer- 
meiner Stand der Technik. Bezflglich der Einzelheiten 20 den. 

dieser an sich bekannten Verfahren wird auf die Ausfflh- Die in den letzten Jahren im Zuge neuer therapeuti- 
rungen im J. of Chromatography, Vol 510, 1990, verwie- scher und diagnostischer MaBnahmen sehr m den Vor- 
sen. Neben der experimentellen Vereinfachung liegt der dergrund gerflckten molekularbiologischen Analysen 
besondere Vorteil der Magnetpartikel-Technologie je- stellen ein weiteres Anwendungsfeld fiir die PVAL-Ma- 
doch in einer deutlichen Verkflrzung der Auftrennzei- 25 gnetpartikel dar. . .. . 

ten. Dies liegt darin begrflndet, daB die Magnetpartikel- Bei vielen analytischen Verfahren innerhalb der Mo- 
Suspension eine quasi-homogene Phase darstellt, die ei- lekularbiologie wird die hohe Affmitat zwischen Strep- 
ne Umsatzkinetik analog der einer homogenen Losung tavidin/Avidin und biotin genutzt Durch Ankopplung 
ermoglicht Auf diese Weise lassen sich Auftrennungen von Streptavidin bzw. Avidin an polymere Festphasen 
ohne gr6Beren Aufwand je nach GroBe des Ansatzes 30 konnen biotinylierte Biomolekiile jeglicher Art wie z. B. 
innerhalb von 2-5 Minuten durchfuhren. DNA-Fragmente, Oligonukleotide, Proteine, Antikor- 

Ein weiterer, interessanter Bereich, der mit der Ma- per oder Antigene isoliert werden. Die Verwendung der 
gnetpartikel-Technologie abgedeckt werden kann, ist PVAL-Matrix bietet hier aufgrund der emfachen Kopp- 
der Bereich der Diagnostik, im besonderen der Bereich lungstechnik in Verbindung mit der hohen Suspendier- 
des Immunoassays. Das grundlegende Prinzip besteht 35 fahigkeit die MSglichkeit, solche Trennungen in einfa- 
darin, spezifische Substanzen quantitativ zu erfassen. cher Weise durchzufuhren. Praktische Anwendungsbe- 
Die Qualitat des Nachweises ist dabei unmittelbar an reiche, wo die Magnet-Bead-Technik vorzugsweise em- 
die spezifische Isolierung der betreffenden Substanz, sei gesetzt werden kann, sind z. B.: DNA-Festphasen-Se- 
es durch chromatographische Verfahren oder durch quenzierungen, DNA-Synthesen oder Polymerase-Ket- 
Bindung an einen polymeren Festkorper, geknupft In 40 ten-Reaktion (PCR). Die PVAL-Magnetpartikel bieten 
der Praxis geschieht diese spezifische Bindung in der ferner uber die Kopplung von Antikorpern, die gegen 
Regel uber einen immobilisierten Antikorper, der dann bestimmte Zellmarker gerichtet sind, z. B. anti-CD4, an- 
photometrisch oder nephelometrisch analysiert wird. ti-CD15, anti-CD35, anti-CD8, Zellseparationen und 
Die neu entwickelten PVAL-Medien bieten hier nun -Markierungen (Labelling) durchzufuhren. Bezuglich 
eine hervorragende Basis, fur Immunoassays eingesetzt 45 der Einzelheiten wird auf die bekannte Literatur ver- 
zu werden. Dazu werden in der bekannten Art und Wei- wiesen: Haukanes und Kram, Biotechnology, Vol. 11, 
se Antikorper gegen bestimmte, fur die Diagnose rele- 1993,60. 

vante Antigene an die Magnetpartikel chemisch gebun- Die Erfindung wird in den nachfolgenden Beispielen 
den. Beispiele solcher Antikorper sind: anti-Insulin, anti- naher erlautert 
Thyroxin, Antik8rper gegen das Thyroid-stimulierende 50 

Hormon (TSH), Antikorper gegen das Thyroid binden- Beispiel 1 

de Globulin, anti-Cortison, anti-Ferritin, anti-Chorionic 

Gonadotropin, anti-Carcinogen-Embryonales-Antigen Ein Magnetit-Kolloid wird analog der Vorschnft von 
(CEA), anti-Progesteron, anti-Testosteron, anti-Estra- Kondo et al, Appl. Microbiol Biotechnologie, Vol. 41, 
diol anti-Prolactin, anti-Human-Growth-Hormon, anti- 55 1994, 99- 105, hergestellt 10 ml des Kolloids werden m 
Digoxin, anti-B2-Microglobulin, anti-a2-Macroglobulin, eine Mischung, bestehend aus 80 ml 10% PVAL-Losung 
anti- Vitamin B12, anti-Faktor VIII oder anti-AFP. Die (mittlere Molmasse 48.000), 5 ml 2.5% Polyvinylpyrroh- 
Inkubationszeiten der Antikorper-gekoppelten Ma- don Losung, 20 ml 2 N HC1 und 0.4 ml 3.5% Na-Dode- 
gnetpartikel mit den Substanzgemischen betragt in der cylsulfat, dispergiert Nach einminutiger Behandlung im 
Regel 2-5 Minuten. Nach magnetischer Abtrennung eo Ultraschallbad (100 W) wird die Mischung bei20°C in 2 
werden die isolierten Antikorper-Antigen Komplexe Liter eines herkommlichen Pflanzenols, das 2% Pluro- 
photometrisch mit Hilfe der bekannten Analysenmetho- nic 6100, 0.8% Pluronic 6200, 0.4">/o Dehymuls FCE und 
den quantitativ detektiert Durch die Verwendung der 0.6% Dehymuls HRE 7 enthalt unter Rflhren suspen- • 
Magnetpartikel-Technologie lassen sich die Inkuba- dierL Die Rflhrgeschwindigkeit betragt 2000 U/Mm. 
tionszeiten urn den Faktor 10- 100 gegenflber der her- «5 Nach 10 Sek. werden 6.4 ml 12%ige Glutaraldehyd-LS- 
kommlichen Mikrotiterplatten- oder Saulentrenntech- sung zugegeben. Es wird noch 20 Sek. weitergeruhrt 
nik, wie sie in der DE-OS 41 26 436 beschrieben ist, ver- Danach wird die Suspension bei 5000 x g 30 Sek. zentn- 
kiirzen. AuBer Antikorper konnen auch andere Sub- fugiert und die Olphase abdekantiert. Die verbleibende 
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Suspension wird einmal mit je ca. 300 ml n-Hexan und 
Methylathylketon nachgewaschen. Die gewonnene ma- 
gnetische Suspension wird in ca. 400 ml Wasser/Metha- 
nol 1 : 1 (v/v) dispergiert und wiederum abzentrifugiert 
Danach erfolgt lOmaliges Waschen der Magnetfraktion 
durch Dispergieren in ca. 400 ml Wasser mit jeweils 
dazwischengeschaltetem Zentrifugationschritt Es wer- 
den Magnetpartikel mit einer GrSSenverteilung von 
2— 4 um und einem Eisengehalt von 7% gewonnea (Al- 
le %-Angaben hier und im folgenden sind in Vol.-°/o, 
sofern es sich urn eine flussige Substanz und in Gew.-°/o, 
sofern es sich urn eine Festsubstanz handelt). 

Beispiel 2 

5 ml Magnet-Kolloid gemaB Beispiel 1 werden in 
40 ml PVAL- Phase gemaB Beispiel 1 dispergiert und 
anschlieBend in 880 ml handelsiiblichem Pflanzenol, in 
dem 1.5% Pluronic 8100, 0.4% Pluronic 6200 und 0.4% 
Dehymuls FCE gelost sind, unter Riihren suspendiert 
(Riihrgeschwindigkeit 2000 U/Mia). Sodann werden 
4% 25%ige Glutaraldehyd-Losung zugegeben; die Sus- 
pension wird fur weitere 10 Sek. geriihrt Nach 10 Minu- 
ten wird die Suspension abzentrifugiert und gemaB Bei- 
spiel 1 mit Methanol/Wasser, n-Hexan und Methylathyl- 
keton gewaschea Es werden Magnetpartikel mit einer 
Grofie von 1— 3 u.m gewonnen. Der Eisenoxid-Anteil 
betragt 7.3%. 

Beispiel 3 

4 ml Ferrofluidics EMG 807 werden in 100 ml 5% 
PVAL-L6sung (mittlere Molmasse 224.000) dispergiert 
Die Dispersion wird 5 Min. im Ultraschallbad behandelt 
und anschlieBend in 2300 ml Pflanzenol, das 2% Arlacel 
83, 0.8% Tween 85 und 0,4% Dehymuls FCE enthalt, 
unter Riihren (Riihrgeschwindigkeit 1800 U/Mia) sus- 
pendiert Nach 5 Sek. werden 25 ml 2.5 N HC1 zugege- 
ben und nach weiteren 5 Sek. 7 ml 12%ige Glutaraldeh- 
yd-Losung. Es wird noch 10 Sek. weitergeriihrt Die Sus- 
pension wird nach 10 Min, wie unter Beispiel 1 beschrie- 
ben, abzentrifugiert und gewaschea Es entstehen Ma- 
gnetpartikel mit einer KorngroBe von 2— 5 nm und ei- 
nem Eisenoxidgehalt von 24.6%. 

Beispiel 4 

180 mg Bayferrox Eisenoxid-Pigment PR 5044 N 
werden in 20 ml 7%iger PVAL-Losung (mittlere Mol- 
masse 88.000), die 0.01% Polystyrolsulfonsaure und 
0.05% Polyathylenglykol 1000 enthalt, vermischt und 
eine Min. mit einem Dispergierwerkzeug (Ultra-Turrax) 
bei 20.000 U/Mia dispergiert Es folgt eine zweimal 2mi- 
niitige Behandlung im Ultraschallbad. Die Mischung 
wird anschlieBend unter Riihren (Riihrgeschwindigkeit 
2000) in 460 ml Pflanzenol, das 1,9% Arlacel 83, 0.4% 
Tween 20, 0.3% Dehymuls FCE und 1% Dehymuls HRE 
7 enthalt dispergiert. Nach 10 Sek. wird 0.8 ml 25%ige 
Glutaraldehyd-Losung zugefiigt und nach weiteren 5 
Sek. 8 ml 1 N HC1. Die Suspension wird noch 10 Sek. 
weitergeriihrt Nach 10 Mia erfolgt die Isolierung und 
Aufarbeitung der Fraktion gemaB Beispiel 1. Es fallen 
Magnetpartikel mit einer KorngrSSenverteilung von 
2—4 urn und einem Eisenoxidgehalt von 123% an. 

Beispiel 5 

50 mg Bayferrox 318 M werden in 10 ml einer Mi- 
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schung, bestehend aus 5% PVAL (mittlere Molmasse 
224.000), 0.01% Na-Dodecylsulfat und 0.1% Polyathy- 
lenglykol 1000 mittels Ultra-Turrax dispergiert (20.000. 
U/Mia). AnschlieBend wird die Polymerphase in 250 ml 
5 Pflanzenol, das 2.2% Span 80, 0.4% Dehymuls FCE und 
0.4% Pluronic 6200 enthalt, unter Riihren suspendiert 
(Riihrgeschwindigkeit 1800). Nach 5 Sek. werden 10 ml 
1 N HC1 zugefiigt und nach weiteren 10 Sek. 0.6 ml 
25%ige Glutaraldehyd-Losung. Es wird 10 Sek. weiter- 
io geriihrt und die Suspension nach 5 Min. abzentrifugiert 
Die gewonnene Fraktion wird gemaB Beispiel 1 gewa- 
schen. Es bilden sich Magnetpartikel mit einer Korngro- 
Benverteilung von 3—6 u.m, deren Eisengehalt 10.2% 
betragt 

15 

Beispiel 6 

In eine Mischung, bestehend aus 50 ml 4%iger PVAL- 
Losung (mittlere Molmasse 103.000), in der 0.1% Rinder 

20 Serum Albumin und 0.5% Polyathylenglykol 1000 gelost 
sind, werden 6.4 ml Magnet-Kolloid gemaB Beispiel 1 
dispergiert Die Dispersion wird 5 Min im Ultraschall- 
bad beschallt und anschlieBend in 1100 ml Pflanzenol, 
das 1.8% Span 85, 0.8% Synperonic PI 61, 0.8% Tetronic 

25 901 und 0.4% Dehymuls FCE enthalt suspendiert 
(Riihrgeschwindigkeit 2000). Nach 10 Sek. werden 4 ml 
12%ige Glutaraldehyd-Losung zugegeben und nach 
weiteren 5 Sek. 12.5 ml 2.5 N HCL Die Suspension wird 
noch 10 Sek. weitergeriihrt Nach 15 Min. erfolgt die 

30 Zentrifugation und weitere Aufarbeitung gemaB Bei- 
spiel 1. Es werden Magnetpartikel mit einer Korngro- 
Benverteilung von 1-3 urn und einem Eisenoxidgehalt 
von 8.3% erhaltea 

35 Beispiel 7 

100 ml 3.5%ige PVAL-Losung (mittlere Molmasse 
224.000), die 20% 3 N HC1 enthalt werden mit 13 ml 
Ferrofluidics EMG 507 vermischt und 0.5 Min. im Ultra- 

40 schallbad beschallt Die Magnetit-Polymer- Phase wird 
sodann in 2.3 Liter Pflanzenol, das 1.8% Pluronic 6100, 
0.2% Pluronic 6200, 0.2% Hypermer A60 und 1.8% 
Dehymuls HRE 7 enthalt unter Riihren suspendiert 
(Riihrgeschwindigkeit 2000). Nach 10 Sek. werden 8 ml 

45 12%ige Glutaraldehyd-Losung zugegeben und 15 Sek. 
weitergeriihrt Nach 10 Mia wird die Suspension abzen- 
trifugiert und gemaB Beispiel 1 gewaschea Die gewon- 
nenen Teilchen haben eine KorngroBenverteilung von 
1-2 jim und weisen einen Eisenoxidgehalt von 14.2% 

50 auf. 

Beispiel 8 

100 ml 7.5%ige PVAL-Losung (mittlere Molmasse 
55 88.000), in der 0.05% Gelatine gelost sind, werden mit 
12.5 ml Ferrofluidics EMG 707 vermischt und 3 Min. im 
Ultraschallbad behandelt Die Mischung wird anschlie- 
Bend in 25 Liter Pflanzenol, das 1% Arlacel 83, 0.4% 
Pluronic 6100 und 0.2% Brij 52 und 0.4% Tween 60 
60 enthalt, unter Riihren suspendiert (Riihrgeschwindig- 
keit 2000). Nach 10 Sek. werden 4 ml 12%ige Glutaral- 
dehyd-Losung und nach weiteren 5 Sek. 26.5 ml 1 N HC1 
zugefiigt Die Suspension wird noch 15 Sek. weiterge- 
riihrt Nach 15 Min. wird die Suspension abzentrifugiert 
65 und gemaB Beispiel 1 gewaschen. Es fallen Magnetteil- 
chen mit einer KorngroBenverteilung von 2—4 u.m und 
einem Eisenoxidgehalt von 26.0% an. 
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10 ml 7.5%ige PVAL-Losung (mittlere Molmasse In 100 ml 5%ige PVAL-Losung (mittlere Molmasse 
103.000) werden mit 0.5 N NaOH auf pH 95 eingestellt 203.000), in der 0.05% Polystyrolsulfonsaure und 0.1% 
und 75 p.1 Divinylsulfon zupipettiert In der waBrigen 5 Polyvinylpyrrolidon gelSst sind, werden mit 12 ml Ma- 
Phase werden sodann 12 ml Magnet-Kolloid gemaB gnetit-Kolloid gemaB Beispiel 1 dispergiert und 2 Min. 
Beispiel 1 dispergiert Nach 3miniitiger Beschallung im im Ultraschailbad beschallt Es erfolgt die Suspension in 
Ultraschailbad wird die Mischung in 220 ml Pflanzenol, 22 liter Pflanzenol, dessen Zusammensetzung analog 
in dem 2% Span 60, 0.4% Tween 80 und 0.4% Dehymuls Beispiel 12 ist Nach 10 Sek. werden in Abstanden von je 
FCE gel6st sind, unter Ruhren suspendiert (Riihrge- 10 10 Sek. 8 ml 12%ige Glutaraldehyd-Losung und 20 ml 
schwindigkeit 2000). Es wird noch 30 Sek. weitergeriihrt 25 N HC1 zugegeben. Nach entsprechender Aufarbei- 
Danach wird die Suspension 60 Min. bei Raumtempera- tung analog Beispiel 1 erhalt man 2—4 um groBe Ma- 
tur stehengelassen und anschlieBend gemaB Beispiel 1 gnetpartikel mit einem Eisenoxidgehalt von 7.5%. 
aufgearbeitet Es werden Partikel mit einer Korngro- 

Benverteilung von 4—8 urn gewonnen. Der Eisenoxid- 15 Beispiel 14 
gehaltbetragt7.7%. 

6.5 ml Ferrofluidics EMG 807 werden in 100 ml Poly- 
Beispiel 10 mer-Phase, bestehend aus 10% PVAL (mittlere Mol- 
masse 88.000), 0.05% Cellulose-acetat-butyrat und 0.1% 
100 ml 35%ige PVAL-Losung (mittlere Molmasse 20 Polyvinylpyrrolidon, dispergiert und 3 Min. im Ultra- 
224.000), in der 40% 1 N HC1 und 0.015% Na-Dodecyl- schallbad beschallt Die Dispersion wird anschlieBend in 
sulfat gelost sind, werden mit 5 ml Ferrofluidics EMG 2300 ml Pflanzenol, das 1.8% Synperonic L61, 0.2% Te- 
707 versetzt und eine Min. im Ultraschailbad beschallt tronic 1101 und 1% Dehymuls FCE enthalt unter Riih- 
Die Polymerphase wird sodann in 23 Liter Pflanzenol, ren (Riihrgeschwindigkeit 2000 U/Min.) suspendiert 
in dem 1% Arlacel 83, 1% Pluronic 6100, 0.8% Tween 80 25 Nach 10 Sek. werden in je lOsekundigen Intervallen je 
und 2% Dehymuls HRE gelost sind, unter Ruhren 8 ml 12%igeGlutaraldehyd-L6sung,die20Mol% Athy- 
(Ruhrgeschwindigkeit 2000) 10 Sek. suspendiert Nach lendiamin enthalt, und 23 ml 2.5 N HC1 zugegeben. Es 
10 Sek. werden 6 ml 25%ige Glutaraldehyd-LSsung zu- wird 10 Sek. weitergeriihrt und die Suspension nach 10 
gegeben; es wird fur weitere 10 Sek. geruhrt Nach 10 Minuten analog Beispiel 1 aufgearbeitet Man erhalt 
Min. wird die Suspension gemaB Beispiel 1 abzentrifu- 30 Magnetpartikel mit einer KorngroBenverteilung von 
giert und gewaschen. Es bilden sich Magnetpartikel mit 1 -3 urn und einem Eisenoxidgehalt von 10.4%. 
einer KorngrdBenverteilung von 2—4 urn, die einen Ei- 
senoxidgehalt von 24% aufweisen. Beispiel 15 

Beispiel 11 35 300 mg, der nach Beispiel 1 hergestellten Polymerpar- 

tikel, werden in 10 ml Wasser suspendiert, mit 10 ml 
14.5 ml Magnetit-Kolloid gemaB Beispiel 1 werden in 3.5 M NaOH und 15 ml Epichlorhydrin versetzt und 2 h 
100 ml Polymerphase, die 4% PVAL (mittlere Molmas- bei 55° C unter intensivem Ruhren umgesetzt. Danach 
se 224.000) und 0.1% Rinder Serum Albumin enthalt, werden die Magnetpartikel mittels eines Neodym-Ei- 
dispergiert und eine Min. im Ultraschailbad behandelt 40 sen-Bor-Magneten abgetrennt Das Produkt wird in ca. 
Danach wird die Dispersion zunachst fur 15 Sek. in 25 10 ml Wasser suspendiert und nochmals magnetisch ab- 
Liter Pflanzenol, in dem 3.8% Pluronic 3100, 0.8% Plu- getrennt. Dieser Wasch/Abtrennvorgang wird lOmal 
ronic 6200 und 1.5% Tetronic 304 gelost sind, unter wiederholt, gefolgt von einmaligem Waschen mit Ace- 
Riihren suspendiert (Riihrgeschwindigkeit 2000). Es ton. 30 mg der so aktivierten Magnetpartikel werden 
werden sodann 75 ml 12%ige Glutaraldehyd-Losung 45 sodann mit 2 ml 0.1 M Borat-Puffer, pH 11.4, der 10% 
und nach weiteren 10 Sek. 25 ml 3 N HC1 zugegeben; es Hexamethylendiamin enthalt, bei 50° C 2 h umgesetzt 
wird noch fur 10 Sek. weitergeriihrt Nach 10 Min. wird Es wird lOmal mit Wasser nachgewaschen. Das gewon- 
die Suspension gemaB Beispiel 1 aufgearbeitet Es wer- nene Produkt wird anschlieBend mit 2 ml 0.1 M 
den Magnetpartikel mit einer KorngrdBenverteilung K-Phosphat-Puffer, pH 7.0, in dem 125% Glutaraldehyd 
von 1-2 (tm und einem Eisenoxidgehalt von 9,6% ge- 50 gelost ist fur 2 h bei 30° C zur Reaktion gebracht An- 
wonnen. schlieBend wird iiber einen Zeitraum von 30 Min. zu- 

nachst lOmal mit Wasser und dann 2mal mit 0.1 M 
K-Phosphat-Puffer, pH 75, nachgewaschen. Durch Zu- 
gabe von 1 ml 0.1 M K-Phosphat-Puffer, pH 7.5, in dem 
In 1200 ml Pflanzenol, das 2.2% Arlacel 80, 0.8% Span 55 0.3 mg Streptavidin gelost sind, werden nach 12stiindi- 
85 und 0.8% Triton CF 10 enthalt, werden 50 ml Poly- ger Inkubation bei 4°C 0.1 1 mg Streptavidin an die Ma- 
merphase bestehend aus 5% PVAL (mittlere Molmasse trix gebunden. An die Matrix lassen sich nach den be- 
224.000), 0.5% Polyathylenglykol 3350 und 12% Ferro- kannten Methoden biotinyllierte DNA-Fragmente bin- 
fluidics EMG 707 unter Ruhren (Riihrgeschwindigkeit den, die zur DNA- Sequenzierungen eingesetzt werden. 
1800) 10 Sek. suspendiert. Es folgt in je 5 Sek. Abstanden 60 

die Zugabe von 4 ml 25%ige Glutaraldehyd-L6sung und Beispiel 16 

25 ml 1 N HC1. Ruhren wird fur 15 Sek, fortgesetzt. 

Nach 10 Min. wird abzentrifugiert und gewaschen ge- 30 mg der gemaB Beispiel 15 gewonnenen Epichlor- 
mSB Beispiel 1. Man erhalt Magnetpartikel, die eine hydrin/Hexamethylendiamin/Glutaraldehyd-aktivier- 
KorngroBenverteilung von 1— 2 urn aufweisen und ei- 65 ten Magnetpartikel werden mit 2 ml 0.1 MK-Phosphat- 
nen Eisenoxidgehalt von 183% aufweisen. Puffer, pH 7.5, in dem 03 mg anti-Insulin Antikorper 

gelost sind, 24 h bei 4°C umgesetzt Es werden 0.28 mg 

Antikorper gebunden. 
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Beispiel 17 

60 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 3 werden 
durch sukzessive Zugabe von Aceton/Wasser-Mischun- 
gen 1 : 3, 1 : 1, 3 : 1 (v/v) und schlieBlich absolutem Ace- 
ton entwassert. Danach wird die Suspension in 2 ml ab- 
solutem Dimethylsulfoxid, das 0.1% Zinn-octoat enthalt, 
dispergiert und durch Zugabe von 0.5 ml Hexamethy- 
lendiisocyanat fur 30 Min. bei 45° C aktiviert Danach 
wird je 5mal abwechselnd mit einigen ml Dimethylsulf- 
oxid und Aceton gewaschen. 30 mg der aktivierten 
Fraktion werden mit 1 ml absolutem Dimethylsulfoxid, 
in dem 20% Polyathylenglykol 400 und 0.05% DABCO 
gelost sind, 4 h bei 30° C umgesetzt. Es wird einmal mit 
Dimethylsulfoxid und 5mal mit Wasser gewaschen und 
die Fraktion wiederum mit den obigen Aceton/Wasser- 
Mischungen entwassert Die Polyathylenglykol-gekop- 
pelte Fraktion wird sodann mit je 1 ml Dimethylsulf- 
oxid, in dem 6mMol 4-Dimethylamino-pyridin und 
5 mMol 2-Fluormethyl-pyridinium-toluol-sulfonat ge- 
lost ist, 45 Min. bei Raumtemperatur umgesetzt Es folgt 
5maliges abwechselndes Waschen mit Dimethylsulfoxid 
und Aceton. Das aktivierte Produkt wird anschlieBend 
bei 4°C durch Inkubation mit einer anti-Thyroxin Anti- 
korper-Losung (0.25 mg Antik6rper/ml 0.05 M 
K-Phosphat-Puffer, pH 7.5) gekoppelt Es werden 
0.23 ug Antikorper gekoppelt. Nach mehrfachem Wa- 
schen mit dem Kopplungspuffer werden die restlichen 
aktiven Gruppen durch 4stttndige Inkubation mit 2 ml 
20 mMol Mercaptoathanol enthaltendem 0.1 M Tris- 
HC1 Puffer, pH 8.5 , desaktiviert Danach werden Ma- 
gnetpartikel mit PBS Puffer, pH 7.2, gewaschen. Die 
gekoppelten Magnetpartikel werden nach den bekann- 
ten Verfahren fur die Thyroxin-Bestimmung eingesetzt 

Beispiel 18 

30 mg der gemaB Beispiel 17 mittels Hexamethylen- 
diisocyanat aktivierten Fraktion werden 5 h mit 2 ml 0.3 
KOH/MeOH-Losung 1 : 1 (v/v) versetzt Nach 5stundi- 
ger Reaktion bei Raumtemperatur wird mehrfach mit 
Wasser gewaschen. Die Aminogruppen enthaltende 
Fraktion wird dann gemaB Beispiel 15 mit Glutaraldeh- 
yd aktiviert Es folgt mehrfaches Waschen mit Wasser 
iiber einen Zeitraum von 30 Min. Durch 20stundige In- 
kubation bei 4°C mit 1 ml 0.1 M K-Phosphat-Puffer, pH 
7.5, in dem 035 mg anti-Maus IgG gelost sind, werden 
0.28 mg IgG gebunden. Das gekoppelte Produkt wird 
nach den bekannten Verfahren fur die Zellseparation 
eingesetzt 

Beispiel 19 

30 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 10 werden bei 
0°C mit 4 ml Wasser, in dem 100 mg BrCN gelost sind, 
versetzt Durch Zugabe von 2 N NaOH wird der pH auf 
11.5 eingestellt Die Reaktion wird nach 5 Min. durch 
magnetische Abtrennung der Magnetfraktion beendet 
Es folgt 4maliges Waschen mit Eiswasser. Danach wird 
je einmal mit 0.01 N HC1 und 0.1 M Bicarbonat-Puffer, 
pH 8.2, nachgewaschen. 1 ml 0.1 M Bicarbonat-Puffer, 
pH 8.2, in dem 02 mg anti-CD4 AntikSrper gelost sind, 
wird mit den aktivierten Magnetbeads fur 12 h bei 4°C 
inkubiert Es wird mehrfach mit PBS- Puffer, pH 72, der 
0.5 M NaCl und 0.1% Triton X100 enthalt nachgewa- 
schen. Man erhalt einen Trager an den 0.18 mg Antik6r- 
per gebunden sind. Die gewonnenen Trager werden zur 
Isolierung von t-Helferzellen verwendet. 



28 029 Al 

16 

Beispiel 20 

30 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 5 werden ana- 
log Beispiel 19 mit BrCN aktiviert. Ankopplung von 
5 Heparin (Molmasse 6000) erfolgt durch 12stiindige In- 
kubation von 1 ml Bicarbonat-Puffer, pH 82, der 05 mg 
gelostes Heparin enthalt Danach wird fur 2 h bei Raum- 
temperatur mit 0.1 M Athanolamin-Losung pH 8.0, in- 
kubiert und anschlieBend 4mal mit 0.1 M Acetat-Puffer, 
io pH 4, nachgewaschen. Die gewonnene Fraktion wird 
nach den bekannten Verfahren zur Trennung von Anti- 
thrombin III verwendet 

Beispiel 21 

15 

30 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 4 werden 
durch sukzessive Zugabe von Aceton/Wasser Mischun- 
gen, wie oben beschrieben, entwassert Je 1 ml Dime- 
thylsulfoxid, in dem 6 mMol 4-Dimethylamino-pyridin 

20 und 5mMol 2-Fluor-methyl-pyridinium-toluol-sulfonat 
gelost sind, wird mit den Magnetbeads fur 45 Min. bei 
Raumtemperatur inkubiert Danach wird je 5mai ab- 
wechselns mit Aceton und Dimethylsulfoxid sowie ein- 
mal mit 0.05 M K-Phosphat-Puffer, pH 7.5, gewaschen. 

25 AnschlieBend wird 1 ml 0.05 K-Phosphat-Puffer, pH 7.5, 
der 0,3 mg Protein A enthalt zugesetzt Die Kopplung 
erfolgt fiber einen Zeitraum von 12 h bei Raumtempera- 
tur. Es folgt mehrfaches Waschen mit PBS-Puffer, in 
dem 0.5% NaCl und 0.1% Triton X100 gelost sind. Es 

30 werden 0.27 mg Protein gebunden. Die Magnetpartikel 
Fraktion wird zur Abtrennung von IgG-Subklassen ana- 
log den bekannten Verfahren benutzt 

Beispiel 22 

35 

30 mg Magnetpartikel Fraktion gemaB Beispiel 12 
werden einmal mit 2 ml 0.5 M Carbonat- Puffer, pH 1 1 
gewaschen. Die anschlieBende Aktivierung mit 100 ul 
Divinylsulfon erfolgt unter Zugabe von 1 ml Wasch- 

40 Puffer fiber einen Zeitraum von 70 Min. bei Raumtem- 
peratur. Es folgt mehrfaches Waschen mit Wasser fiber 
einen Zeitraum von 30 Min. 1 ml Carbonat-Puffer, pH 
10, der 10% Lactose enthalt, wird fttr 20 h bei Raumtem- 
peratur mit der Magnetbead Fraktion inkubiert Es wer- 

45 den 0.68 mg Lactose gebunden. Der Trager wird zur 
Aufreinigung von Lektinen aus Mistelextrakten nach 
den bekannten Verfahren verwendet 

Beispiel 23 

50 

30 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 7, die analog 
Beispiel 15 mit Epichlorhydrin aktiviert wurden, werden 
16 h bei Raumtemperatur mit 0.3 M Adipinsauredih- 
ydrazid in 02 M Carbonat-Puffer, pH 9, zum Hydrazid- 

55 Derivat umgesetzt Es wird mehrfach mit 0.1 M Tris- 
HCI Puffer, pH 8.5, nachgewaschen. Restliche Oxiran- 
Gruppen werden durch 4stundige Inkubation mit 0.3 M 
Mercaptoathanol-Losung enthaltendem Waschpuffer- 
Ldsung desaktiviert Es wird mit 3 ml 0.1 M Na-Acetat- 

60 Puffer pH 5.5, nachgewaschen. 1 ml Wasch-Puffer, in 
dem 0.3 mg anti-HGH und 10 mMol Na-m-Perjodat ge- 
lost sind, werden unter LichtabschluB fur 40 Min. bei 
4°C inkubiert. Es folgt 5maliges Waschen mit Na- Ace- 
tat-Puffer und 2maliges Waschen mit PBS Puffer. Es 

65 werden 0J21 mg Antikorper gebunden. Der gekoppelte 
Trager wird zur Bestimmung von HGH verwendet 
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Beispiel 24 
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30 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 9 werden in 
Wasser suspendiert und per Handmagnet abgetrennt 
Die abgetrennte Fraktion wird in 0.5 ml 0.1 M Salpeter- 5 
saure, die 0.1 M Cer(IV)ammoniumnitrat enthaMt, filr 15 
Min. bei Raumtemperatur inkubiert Danach werden die 
Magnetpartikel magnetisch abgetrennt und einmal mit 
Wasser nachgewaschen. Die Fraktion wird sodann un- 
ter Zugabe von 0.5 ml Acrylsaure und 05 ml n-Hexan 10 
fur 15 Min. bei 50° C zur Reaktion gebracht Es wird 
lOmal mit Wasser iiber einen Zeitraum von 30 Min. 
nachgewaschen. Die Pfropfausbeute betragt 85%. Die 
gepfropfte Fraktion wird mit 1 ml 0.1 M MOPS-Puffer 
(3-Morpholino-propansulfonsaure), pH 75, der 5% 15 
N-Cyclohexyxl-N-'(2-morpholinoathyl)-carbodiimid- 
methyl-p-toluolsulfonat enthalt 30 Min. bei Raumtem- 
peratur aktiviert Es wird 5mal mit Eiswasser nachgewa- 
schen und 03 mg anti-LDL Antikorper, gelost in 1 ml 
MOPS-Puffer, pH 7.5, zugesetzt Reaktionsdauer 24 h 20 
bei 4°C. Danach wird der Trager durch 4stundige Inku- 
bation mit 5 ml 5mM Athanolamin/0.1 M Tris-HCl-Puf- 
fer, pH 8.5, desaktiviert. Es werden 0.25 mg Antikorper 
gebunden. Die gekoppelte Matrix wird zur Entfernung 
von LDL (Low-density-Lipoprotein) aus biologischen 25 
Flussigkeiten eingesetzt 

Beispiel 25 

30 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 3 werden ana- 30 
log Beispiel 24 mit Acrylsaure gepfropft 100 u-g Oli- 
go(dT)20 werden entsprechend der Vorschrift in DNA, 
Vol. 4, 1988, 327 mit Athylendiamin am 5'-Ende substitu- 
iert Das NH2-modifizierte Oligonukleotid wird in 1 ml 
0.1 M Imidazol-Puffer, pH 7.0, gel5st und mit der Ma- 35 
gnetpartikel Fraktion fur 20 h bei Raumtemperatur in- 
kubiert Danach wird mehrfach mit dem Imidazol-Puf- 
fer, der 0.1% Triton X100 enthalt, gewaschen. Es wer- 
den 38 jig Oligonukleotid gebunden. Die gewonnenen 
Magnetpartikel werden zur Isolierung von mRNA nach 40 
den bekannten Verfahren verwendet. 

Beispiel 26 

100 mg Magnetpartikel gemaB Beispiel 9 werden zu- 45 
nachst mit Hilfe der Aceton/Wasser-Mischungen ge- 
maB obiger Vorschrift entwassert Es folgt die Aktivie- 
rung mittels Hexamethylendiisocyanat gemaB Beispiel 
17. 2 ml Dimethylsulfoxid, in dem 0.1% Zinn-Octoat und 
30 mg m-Amino-phenylboronsaure geldst sind, werden 50 
mit den aktivierten Partikeln fur 6 h bei 30° C inkubiert 
Danach wird mehrfach mit Wasser nachgewaschen. Die 
Boronsaure gekoppelten Magnetpartikel werden zur 
Bestimmung des glykierten Hamoglobins im Blut nach 
den bekannten Verfahren eingesetzt 55 

Beispiel 27 

30 mg Magnetpartikel entsprechend Beispiel 14 wer- 
den mit 2 ml Wasser, in dem 50 mg Cibacron Blau 60 
F3G-A gelost sind, versetzt und fiir 30 Min. auf 60° C 
erhitzt. Danach wird 1 ml 25% NaCl-L6sung zugesetzt 
und eine weitere h auf 75°C erhitzt Nach Zugabe von 
1 ml 10%iger Na-Carbonat-Losung, wird noch 2 h bei 
70° C erhitzt Es folgt mehrstundiges Waschen mit Was- 65 
ser. Die gewonnene Matrix wird fur die Auftrennung 
von Alkohol Dehydrogenase nach den bekannten Ver- 
fahren verwendet 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von perl- oder kugel- 
formigen Partikeln aus PVAL, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine waBrige PVAL-L8sung, in der 
ein magnetisches Kolloid dispergiert ist, bei Raum- 
temperatur in einer mit der Polyrnerphase nicht 
mischbaren organischen Phase, die mindestens 
zwei Emulgatoren enthalt unter Riihren suspen- 
diert wird und wahrend des Suspensionsvorganges 
durch Zugabe eines wasserldslichen, mit Hydroxyl- 
Gruppen reagierenden Agenz vernetzt wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB in der organischen Phase 2—6 Vol-% 
Emulgatormischung' bestehend aus mindestens 
zwei verschiedenen Komponenten, gelost sind, von 
denen mindestens eine Komponente partiell was- 
serloslich ist. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB in der Polyrnerphase 0.01 -2 Gew.-% 
eines oder mehrerer Emulgatoren gelost sind. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Emulgatoren Proteine, Cellulose- 
Derivate, Sulfonsaure-Derivate, Polyvinylpyrroli- 
don oder Polyathylenglykole oder Mischungen der- 
selben sind. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die Polymerlosung 25— 12.5 Gew.-% 
PVAL enthalt 

6. Verfahren gemaB Anspriichen 1 -5, dadurch ge- 
kennzeichnet daB der Polyrnerphase ein magne- 
tisches Kolloid in Form von ferromagnetischen 
oder superparamagnetischen Substanzen zuge- 
mischt wird. 

7. Verfahren gemaB Anspriichen 1 —6, dadurch ge- 
kennzeichnet daB 2-7 Vol.-% Vernetzerlosung, 
bezogen auf die Polyrnerphase, zugesetzt werden. 

8. Verfahren gemaB Anspriichen 1 -7, dadurch ge- 
kennzeichnet daB der Vernetzer unter Zugabe von 
wasserldslichen Diaminen eingesetzt wird. 

9. Verfahren gemaB Anspriichen 1 -7, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die Vernetzung mit Dialdehyden 
unter Zusatz von 20—50 VoL-% Saure, bezogen 
auf die Polyrnerphase, durchgefuhrt wird. 

10. Perl- oder kugelformige magnetische PVAL- 
Partikel, erhaltlich nach dem Verfahren gemaB An- 
spriichen 1—9. 

11. Perl- oder kugelformige Polymerpartikel, er- 
haltlich nach dem Verfahren gemaB Anspriichen 
1—9, deren Oberflache chemisch gebundene Poly- 
merketten aufweisen, dadurch gekennzeichnet daB 
die die Polymerketten konstituierenden Vinylpoly- 
mere Carboxyl-, Hydroxyl-, Amino-, Aldehyd- oder 
Oxiran-Gruppen enthalten. 

12. Magnetische Partikel gemaB AnsprOchen 10 
und 11, dadurch gekennzeichnet daB die Oberfla- 
che der Polymerpartikel mit Biomolektilen kop- 
pelnde, reaktive Gruppen aufweisen. 

13. Perlformige PVAL-Partikel gemaB Anspruch 
12, dadurch gekennzeichnet daB die koppelnden 
Gruppen mit AntikSrpern, Peptiden, Proteinen, En- 
zymen, Streptavidin, Avidin, Oligonukleotiden oder 
DNA-Fragmenten umgesetzt sind. 

14. Verwendung der PVAL-Partikel gemaB An- 
spriichen 10—13 zur Fraktionierung von Zellen, 
Nukleinsauren, Proteinen, Viren oder Bakterien. 

15. Verwendung der PVAL-Partikel gemaB An- 
spriichen 10-13 fur den Immunoassay, fur die 
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DNA-Sequenzierung oder DNA-Synthese. 
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